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第 1 章 緒言 

日本をはじめとする先進諸国において、悪性新生物は虚血性心疾患などととも

に主要な死因の一つである(1)。近年の診断技術の向上や新規治療法の開発によ

り、多くの悪性腫瘍において生存期間の延長が得られてきたものの、その成績は

未だ十分とは言い難い。固形がんは悪性新生物の 8 割以上を占めており、それ

らに対する最も有効な治療法は外科的な完全切除である。一方、生体にとっては

外科手術そのものが侵襲であるとともに、術後には縫合不全、腹腔内膿瘍、手術

部位感染などの感染性合併症が一定の頻度で発生する。これらは周術期死亡に

直結するのみならず、quality of life の低下、術後補助療法の開始の遅延、医療

費の増大など、患者に多大な負の影響をもたらす。さらに近年、これらの感染性

合併症の発症は術後の短期成績に影響を与えるのみならず、長期予後をも悪化

させる可能性を示す後方視的検討結果が大腸癌、胃癌、食道癌、非小細胞肺癌、

乳癌など多くの癌腫において報告されてきている(2)。実際に当教室の大腸癌、

胃癌、食道癌患者について同様の検討を行ったところ、感染性合併症を発症した

症例では、発症しなかった症例と比較して長期予後が有意に不良であった(3, 

4)(図 1)。当教室ではこれまでに、動物実験において感染性侵襲が悪性腫瘍の増

殖を促進することを報告してきたが(5)、そのメカニズムについては十分に解明

されていないのが現状である。 
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悪性腫瘍に対する根治術後の生存に関わる最も重要な因子は転移・再発であ

る。悪性腫瘍の転移・再発形成には、腫瘍細胞の増殖、遊走、接着、浸潤などの

複数の過程を伴う(6, 7)。したがって感染性合併症の併発が腫瘍の転移・再発を

促進するという事象は、感染性合併症に起因する何らかの因子が、これらの過程

のいずれかに影響を与えている可能性を示唆している。感染性合併症を併発し

た場合には、病原微生物が有する Pathogen associated molecular patterns 

(PAMPs)の生体への暴露により、炎症性・抗炎症性サイトカイン、ケモカイン等

のメディエータが複数産生され、それらのメディエータの複雑な関与により生

体反応が惹起される (8) 。当教室では Helicobacter pylori が有する

lipopolysaccharide (LPS)が胃癌細胞上に発現する Toll-like receptor 4 を介して

胃癌細胞の増殖を促進することを証明した(9)。感染性合併症が腫瘍細胞の増殖・

転移を促進するメカニズムを考察する上では、PAMPs による腫瘍細胞への直接

的な増殖メカニズムのほか、炎症反応に起因して発現するメディエータによる

腫瘍細胞と宿主細胞への影響を考慮する必要がある(10)。さらに悪性腫瘍の転移

部位は肝、肺、骨や腹膜など多岐にわたり、癌腫によって転移や再発の様式も異

なる。この理由として、腫瘍細胞の臓器親和性が異なることに加えて、その定着

や生存を促進する接着分子や増殖因子などの発現が臓器により差異があること

が指摘されており、転移臓器毎の詳細な検討が必要とされる(11, 12)。 
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そこで本研究では、感染性合併症の併発が悪性腫瘍の転移・再発を促進する

メカニズムを解明するために、感染性侵襲により亢進する転移臓器側及び腫瘍

側の細胞増殖にかかわる因子の解明と、臓器親和特性、特に肝臓、肺における

腫瘍増殖のメカニズムについて検討した。 
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第 2 章 腹腔内感染が悪性腫瘍の肝転移に及ぼす影響に関する検討 

－Hepatocyte growth factor (HGF)/c-Met カスケードに着目して－ 

 

第 1 節 背景及び目的 

腹腔内感染をはじめとする重症感染症では、局所及び全身性に産生されたサ

イトカインなどのメディエータが複雑に関与し生体反応をコントロールしてい

る(13, 14)。これらのメディエータは、感染生体での炎症反応の賦活化や制御、

組織修復に関与し、また、過剰な炎症反応による臓器障害を回避する上で重要な

役割を担う。一方、担癌生体では様々なメディエータが直接的あるいは間接的に、

癌の増殖や進展に関与していることが知られている(10) (表 1)。すなわち、

Interleukin-10 (IL-10)や Transforming growth factor- (TGF-)の過剰発現や

Interferon- (IFN-)や Interleukin-12 (IL-12)の産生低下は宿主の腫瘍免疫を低

下させて間接的に腫瘍の増殖を促進するものであり(15-18)、Tumor necrosis 

factor- (TNF-)、Interleukin-18 (IL-18)、Regulated on activation normal T 

cell expressed and secreted (RANTES)などのケモカインは腫瘍細胞に発現す

る受容体を介して直接的に腫瘍増殖に関与するサイトカインとして報告されて

いる(19-21) 。 

Hepatocyte growth factor (HGF)は主に線維芽細胞などの間葉系細胞から産

http://ejje.weblio.jp/content/regulated+on+activation+normal+T+cell+expressed+and+secreted
http://ejje.weblio.jp/content/regulated+on+activation+normal+T+cell+expressed+and+secreted
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生されるサイトカインである。当初、初代培養肝細胞の増殖を強く促進する因子

として精製されたサイトカインであるが、後に肝細胞の増殖ばかりでなく、様々

な上皮系細胞、内皮細胞、一部の間葉系細胞の増殖も促進することが報告されて

いる(22)。HGF は手術侵襲や sepsis などにおいても産生量が増加することが以

前から知られていた(23, 24)。1991 年に Bottaro らによって、HGF の受容体は

がん原遺伝子である c-Met であることが証明され、HGF が有する多彩な生物作

用は c-Met を介して発揮されることが判明した(22, 25) 。 

そこで本章では、腹腔内感染モデルにおける HGF 産生状況を検討するととも

に、宿主の間葉系細胞等が産生する HGF と腫瘍細胞に発現する c-Met との直

接作用に着目して、感染に起因する炎症がHGF/c-Metカスケードのmodulation

を介して肝転移の成立を促進する可能性を検討することとした。 

 

第 2 節 材料及び方法 

本研究における動物実験は、防衛医科大学校動物実験倫理委員会の承認(承認

番号 10073)を受け、動物実験の適切な実施に向けたガイドラインに基づいて

実施した。 

(1) 動物と細胞株 

① マウス 
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8～10 週齢の雌性 BALB/c マウス(日本エスエルシー)を使用した。固

形餌や水分の摂取は自由とした。 

② マウス大腸癌細胞株 

マウス大腸癌細胞 Colon-26 を親株とする肺への高転移株(NL17 細胞

株; 癌研究会癌化学療法センター藤田直也博士より供与)を用いた。

NL17 細胞株は、10%ウシ胎児血清(FBS)加 RPMI1640 培地中(Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO)で、37℃、5%CO2の条件下で培養した。 

(2) 方法 

① 肝転移モデルの作成 

NL17 細胞株を Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)に浮遊させ、

1×106 個/ml に調整した。ペントバルビタールによる全身麻酔下にマウ

スの左季肋部の皮膚に約 1cm の切開をおき、皮下を剥離し腹膜を露出

させた後、27G 注射針を用いて 1×105 個 (100µl)の NL17 細胞株を経

腹膜的に脾臓に接種した。 

② 腹膜炎モデル 

腫瘍細胞の脾臓接種後に、盲腸結紮穿刺法 (cecal ligation and 

puncture；以下 CLP)により腹膜炎モデルを作成した(CLP 群)。すなわ

ち、全身麻酔下に中腹部正中に約 1cm 開腹し、盲腸根部を 3-0 絹糸で結
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紮した後に 23G 針で盲腸を 1 回貫通させた。補液として閉腹時に 1ml

の生理食塩水を腹腔内投与した。飲用水には抗生物質テトラサイクリン

(和光純薬工業)を溶解し、3 日目まで投与した。処置後は、水分、食餌摂

取ともに自由とした。本腹膜炎モデルの14日間生存率は78%であった。

なお、開腹後に盲腸の結紮及び穿刺を行わず閉腹したものを Sham 群、

開腹処置を行わなかったものを Control 群とした。 

③ 肝転移の評価 

CLP 群、Sham 群での肝転移状況を評価するため、腫瘍細胞の脾臓接

種後 7 日目と 14 日目に、ペントバルビタールによる麻酔後、経心臓採

血による脱血により犠死させ肝組織を採取した。肝組織は、肝重量を測

定した後に、10%ホルムアルデヒド中に 48 時間固定し、パラフィン包

埋を行った。肝転移の評価として、肝重量、及び肝臓の最大割面におけ

る腫瘍の占拠面積比を測定した。占拠面積比は、薄切スライド標本(4µm)

を脱パラフィン、親水化し、ヘマトキシリン・エオジン染色(以下、HE

染色)により得られた組織像を紙面にトレースし、割面における腫瘍が占

める割合を紙の重量比により算出した。 

④ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法 

血清中の HGF 量は DuoSet® ELISA Mouse HGF (R&D Systems, 
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Inc., Minneapolis, MN, USA)を用い、キットマニュアルに基づいて測定

した。 

⑤ Flow cytometry 

NL17 細胞株を 5×105 個/100l に調整し、PE 標識抗マウス c-Met 抗

体 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) で 4℃、15 分間の

インキュベートを行った。Isotype controlとしてPE標識抗マウス IgG1, 

kappa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)を用いた。Flow 

cytometry 測定と解析には Cytomics FC500 (Beckman Coulter)を使用

した。 

⑥ Recombinant mouse HGF 腹腔内投与が肝転移に与える影響 

NL17 細胞株の脾臓接種後 1 日目に recombinant mouse HGF 

(rmHGF; R&D systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) を

2µg/100µl/body の量で腹腔内投与し、14 日目に犠死させ肝転移の形成

状況を肝重量で評価した。なお、同量の生理食塩水を投与したマウスを

Control 群とした。 

⑦ c-Met ノックダウン (c-Met KD) NL17 細胞株の作成 

Shinomiya らの方法(26)に準じ、ウイルスベクター法による RNA 

interference による c-Met ノックダウン細胞を作成した。すなわち、
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U6 プロモーター下に c-Met に対する siRNA を組み込んだアデノウイ

ル ス  (AdMetsiRNA178M) を NL17 細 胞 株 に 対 し て 100 MOI 

(multiplicity of infection : 感染強度)で感染させ、37℃、5%CO2の条件

下で 72 時間インキュベートを行った。c-Met ノックダウンの確認はウ

エスタンブロット法にて c-Met 発現量を測定して評価した。なお、対照

として非特異的な siRNA 配列 (Firefly luciferase)を組み込んだアデノ

ウイルス (AdGL-2)を同様の条件で感染させた NL17 細胞株(AdGL-2 

NL17 細胞株)を用いた。 

⑧ 蛋白抽出 

培養細胞が組織培養用ディッシュに生着した状態で培養液を取り除

き、Phosphate Buffered Saline (PBS)にて洗浄した後に、プロテアーゼ

阻害剤 Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA)を加えた RIPA buffer (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) を滴下し、氷上で 5 分間放置することで細胞溶解

液を作成した。細胞溶解液は 15,000rpm, 15 分間遠心し、上清を蛋白検

体として回収した。得られた蛋白検体は Pierce™ BCA Protein Assay 

Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)により定量した後

に、実験に使用した。 
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⑨ ウエスタンブロット法 

蛋白検体を 2-Mercaptoethanol を添加した 4×Laemmli サンプルバ

ッファー(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)と混和し、

98℃、5 分間で加熱処理を行った後に 10% ミニプロティアン® TGX™ 

プレキャストゲル(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)の各

ウェルにローディングし、100V、85 分間の電気泳動を行った。電気泳

動終了後は、転写装置により 100V、90 分間の通電を行い、蛋白を SDS-

ポリアクリルアミドゲルからポリビニリデンディフルオライド (PVDF

膜) (GE healthcare, UK)へ転写を行った。その後、PVDF 膜を PVDF 

Blocking Reagent for Can Get Signal (TOYOBO 大阪)にてブロッキン

グを行った後に、Can Get Signal Solution 1(TOYOBO 大阪)で 1,000

倍に希釈した 1 次抗体  (Met 抗体 ; B-2: sc8057, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA)に一晩、4℃で浸した。1 次抗体

で処理後の PVDF 膜は洗浄の後、Can Get Signal Solution 2 (TOYOBO 

大阪)で 100,000 倍希釈した西洋わさびペルオキシダーゼ (HRP) で標

識された抗マウス IgG を 2 次抗体として用い、常温で 1 時間インキュベ

ートを行った。バンドの検出には Amersham ECL Prime Western 

Blotting Detection Reagent (GE healthcare, UK) を使用し、Image 
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Quant LAS4000(富士フィルム)で撮影した。   

⑩ c-Met KD NL17 細胞株接種モデル 

腹膜炎モデルマウスに c-Met KD NL17 細胞株、AdGL-2 NL17 細胞

株、もしくは対照 NL17 (アデノウイルス未感染)細胞株を各 1×105個経

腹膜的に脾臓に接種し、腫瘍肝転移モデルを作成した。14 日目の肝転移

形成状況を肝重量で評価した。 

⑪ 統計学的解析 

得られたデータは JMP Pro 13.1.0 (SAS Institute Inc, Cary, NC)を用

いて解析した。平均値で求められる数値には標準誤差を付記し、2 群間

の比較には Welch の t 検定もしくは Mann-Whitney の U 検定を、多群

間の比較に関しては one-way ANOVA 及び post-hoc test として Tukey

の検定を用いた。いずれの検定においても p<0.05 をもって統計学的に

有意と判定した。 

 

第 3 節 結果 

(1) 腹膜炎がマウスの肝転移形成に及ぼす影響 

腫瘍細胞の脾臓接種後 7 日目に CLP 群で肉眼的肝転移結節が確認された

が、Control 群及び Sham 群では観察されなかった。14 日目には Control 群
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及び Sham 群でも肉眼的結節が複数個確認されたが、CLP 群において肉眼

的結節数は著明に増加した。14 日目における肝重量を評価したところ(各群

n=20)、CLP 群は Control 群や Sham 群と比較して有意に肝重量が増加し

ていた(Control 群：1.28±0.04g , Sham 群：1.53±0.13g , CLP 群：2.56±

0.18g, p<0.001)(図 2)。また、肝の最大割面における腫瘍面積比においても

CLP 群では Control 群、及び Sham 群と比較して有意に高値を示した

(Control 群：9.8±4.5%, Sham 群：13.9±4.9% , CLP 群：44.8±18.1%, 

p<0.001)。 

(2) CLP モデルにおける HGF の産生 

CLP 群の血清 mHGF 値は、モデル作成後 1 日目では Sham 群と比較し

て有意に高値を示した (CLP群：2512±400 pg/ml, Sham群：551±76 pg/ml, 

各群 n=6) (図 3)。一方、7 日目では mHGF 値は依然として高値を示してい

たが、両群間に差は認められなかった (CLP 群：1569±368 pg/ml, Sham

群：1549±502 pg/ml)。 

(3) NL17 細胞株における c-Met の発現 

NL17 細胞株における c-Met の発現をフローサイトメトリーで検討した

結果、NL17 細胞株の約 85%に c-Met の発現を認めた (図 4)。 

(4) rmHGF 投与が肝転移形成に及ぼす影響 
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腫瘍細胞の脾臓接種後 1 日目に rmHGF を腹腔内投与した群は、生理食

塩水を投与した Control 群と比較して、14 日目での肝重量が有意に高値を

示した(rmHGF 投与群：1.5±0.4g, Control 群：1.1±0.1g, p<0.01, 各群

n=10)(図 5A)。採取した肝の肉眼所見でも、rmHGF 投与群は Control 群と

比較して肝転移形成が促進していることが確認できた(図 5B)。 

(5) c-Met KD NL17 細胞株の作成 

AdMetsiRNA178M 感染 NL17 細胞株及び AdGL-2 感染 NL17 細胞株から

蛋白を抽出し、ウエスタンブロット法にて c-Met の発現を検討したところ、

AdGL-2 感染 NL17 細胞株ではいかなる感染強度においても c-Met の発現

抑制を認めなかったが、Ad Met siRNA178M感染 NL17 細胞株では感染強度

依存性に c-Met の発現が抑制された(図 6)。 

(6) c-Met KD NL17 細胞株を用いた CLP モデルマウスにおける肝転移形成状

況 

100 MOI の割合で AdMetsiRNA178M を感染させた NL17 細胞株(c-Met 

KD NL17 細胞株)、AdGL-2 NL17 細胞株、対照 NL17（アデノウイルス未

感染）細胞株を CLP モデルマウスの脾臓に 1×105 個/個体で接種し、14 日

目の肝転移形成状況を検討した。c-Met KD NL17 細胞株を接種した群は

AdGL-2 NL17 細胞株及び対照 NL17（アデノウイルス未感染）細胞株を接
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種した群と比較して、肝重量が有意に低値で(対照 NL17 (アデノウイルス未

感染)細胞株群：3.12±0.25 g, Ad GL-2 NL17 細胞株群：3.19±0.11 g, c-Met 

KD NL17 細胞株群：1.80±0.23 g, p<0.001, 各群 n=6)(図 7A)、肉眼的結節

数も少数であった(図 7B)。 

 

第 4 節 考察 

本章では、腹腔内感染による悪性腫瘍の肝転移促進のメカニズムについて、

HGF/c-Met カスケードに着目して検討した。がん原遺伝子である c-Met は受容

体型チロシンキナーゼで、HGF を唯一のリガンドとしてシグナルを細胞内に伝

える機能を有する(25)。c-Met は、腫瘍細胞の分裂・増殖に関わるほか、原発巣

において細胞間接着を減弱させ腫瘍細胞の浸潤・転移能を獲得する過程にも深

く関わることが知られている(27, 28) (図 8)。当教室では食道癌術後や sepsis 患者

では血清 HGF が高値となることを報告し、特に sepsis 患者では入院時の CRP 値

と HGF 値が強い正の相関を示すことを報告している(23, 29) (図 9)。そこで我々

は、重症感染症によって増加した血清 HGF が、腫瘍細胞に発現する c-Met を介

して腫瘍増殖を促進するものと仮説を立て、本実験を行った。その結果、CLP モ

デルは Sham 群と比較して血清 HGF 濃度が有意に上昇した。そこで、マウス

に rmHGFを投与することでCLP群と同様に肝転移が促進されるかどうか検討
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したところ、仮説通り肝転移促進に働くことが判明した。また、siRNA 法によ

り c-MetをノックダウンさせたNL17細胞株を作成し、高HGF環境にあるCLP

マウスにおいて肝転移が抑制されるか否かを検討した。その結果、c-Met の発現

が低下している c-Met KD 細胞を用いたマウスでは、対照(c-Met 発現正常)の腫

瘍細胞を用いた場合と比較して、14 日目の肝転移が抑制された。すなわち、感

染個体での肝転移促進の機序の一つとして HGF/c-Met シグナル伝達経路が重

要な役割を担うことが示唆された。 

Gao ら(30)は大腸癌細胞の c-Met 発現が大腸癌のリンパ節転移や病期進行に

関連していることや、c-Met 阻害薬の使用によって細胞死や細胞増殖が抑制され

ることを In vitro, In vivo の実験で示し、腫瘍細胞の細胞増殖における c-Met 発

現の意義について報告した。また、Toiyama ら(31)は、recombinant HGF を添

加することで胃癌細胞株の上皮間葉転換が促進され、また、細胞の増殖、遊走、

浸潤も促進されることを示し、c-Met の阻害により、それらが抑制されることを

報告した。これらの既存の報告から、腫瘍細胞における c-Met の発現は腫瘍増

殖や転移形成に大きく関与しており、c-Met 阻害薬が腫瘍細胞の増殖や転移の抑

制にかかわる新規薬剤としてとして注目されてきた(32)。一方で、sorafenib 治

療歴を有する c-Met 高発現の切除不能肝細胞癌を対象とした c-Met に対する分

子標的薬(tivantinib)の第 III 相試験では、主要評価項目である全生存期間の改
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善を示すことができなかった(33)。動物実験や in vitro で抗腫瘍効果を示したそ

のほかの c-Met 阻害薬においても、tivantinib 同様、臨床試験ではその有効性を

示すことはできなかった(34)。この原因として、腫瘍における c-Met 発現量を正

確に評価できないこと、また、c-Met 高発現症例を選別できる biomarker が欠

如し、c-Met 阻害薬の responder を正確に選別できないことなどがあげられて

いる(33)。本検討では c-Met 発現株である NL17 細胞株において、CLP モデル

や rmHGF の投与により肝転移が促進された。この結果は HGF/c-Met カスケー

ドを介した腫瘍の転移形成には腫瘍細胞の c-Met の発現の多寡だけではなく、

血清中 HGF が高値の症例や、術後感染性合併症を来した症例などの宿主側の因

子が関わっていることを示しており、c-Met 阻害薬の responder を予測する上

で腫瘍細胞の c-Met 発現の多寡だけでなく、血中 HGF 値や、術後感染性合併症

の有無といった宿主側の因子が重要である可能性があり、c-Met 阻害薬の臨床効

果を評価するには、血中 HGF 値や術後感染性合併症の影響を検討するために、

それらのパラメーターで群分けした subgroup の解析が必要であろう。 

 

第 5 節 小括 

 c-Met 発現株である NL17 細胞株を脾臓に接種した実験系において、rmHGF

投与により肝転移が促進された。また、c-Met KD NL17 細胞株を用いた場合に
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は、CLP モデルにおける肝転移が抑制されたことから、CLP による肝転移促進

のメカニズムの一つとして、HGF/c-Met カスケードが重要であることが示唆さ

れた。 
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第 3 章 急性肺傷害及び肺炎が悪性腫瘍の肺転移に及ぼす影響に関する検討 

 

第 1 節 背景及び目的 

消化器癌手術において、縫合不全や遺残膿瘍などの手術部位感染以外に、尿路

感染、肺炎などの遠隔部位感染も頻度の高い合併症である(35, 36)。特に肺炎は

消化器癌術後に最も頻度の高い合併症であり、その原因として術後の疼痛、長期臥

床による無気肺、喀痰排出能の低下などがあげられている。当教室では、食道癌術後

の呼吸器合併症を併発した患者において、肺炎の臨床症状を呈する前の術後早

期から血中及び胸水中 IL-6 値が高値であることを報告していることから(36)、

手術侵襲による局所のサイトカイン産生がその後の全身性の感染性合併症の併

発に関与していることが推察される。しかしながら、術後肺炎をはじめとする局

所の炎症反応と腫瘍の転移能との関連については、十分な検討がなされていな

い。 

そこで本章では、腫瘍細胞の尾静脈注射による肺転移モデルにおいて、転移部

位での炎症反応が転移巣形成にいかなる影響を及ぼすのかを明らかにするため

に、LPS の気管内投与による急性肺傷害モデル(Acute Lung Injury: ALI)及び

Pseudomonas aeruginosa 生菌の気管内投与による肺炎モデル(Pseudomonas 

Pneumonia: PP)を作成し、肺での感染性侵襲が腫瘍の発育、進展に与える影響
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と HGF/c-Met カスケードの関連について検討した。 

 

第 2 節 材料及び方法 

本研究における動物実験は、防衛医科大学校動物実験倫理委員会の承認(承認

番号 15010)を受け、動物実験の適切な実施に向けたガイドラインに基づいて

実施した。 

(1) 動物と細胞株 

第 2 章第 2 節と同様に動物は 8～10 週齢の雌性 BALB/c マウスを、腫瘍

細胞株はマウス大腸癌細胞株(NL17 細胞株)を用いた。 

(2) 方法 

① 肺転移モデルの作成 

NL17 細胞株を Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)に浮遊し、5×

106 個/ml に調整した。塩酸ケタミン、塩酸キシラジンによる全身麻酔下

に、BALB/c マウス尾静脈内に 29G 注射針を用いて NL17 細胞株を 5×

105個(100µl)接種した。 

② Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法 

血清及び肺胞洗浄液(Bronchoalveolar Lavage Fluid: BALF)中のmIL-

6、mIL-10、mTNF-α については、BD OptEIA™ ELISA Set (Becton, 
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Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)を用いて計測した。

また、mHGF は DuoSet® ELISA Mouse HGF (R&D Systems Inc., 

Minneapolis, MN, USA)を用いマニュアルに従って測定した。 

③ 急性肺傷害モデル及び細菌性肺炎モデルの作成 

BALB/c マウスに腫瘍接種後、50μl PBS で調整した LPS (from 

Escherichia coli O111:B4; Sigma, St Louis, MO, USA) 1mg/kg を気管

内投与し急性肺障害モデル(ALI)を作成した。同様に腫瘍接種後に 50μl 

PBS で調整した Pseudomonas aeruginosa の生菌(1.5×106 CFU/個体)

を気管内投与し、肺炎モデルマウス(PP)を作成した。なお、PBS 50μl を

気管内投与したマウスを Sham とした。これらの処置後は、水分、食事

ともに自由摂取とした。本モデルにおける処置後 14 日間の生存率は

100%であり、処置後 14 日目における肺重量についてはモデル間で差は

認めなかった。 

④ 肺腫瘍形成の評価 

各群における肺腫瘍形成の評価のため、NL17 細胞株の静脈注射後 14

日目に、塩酸ケタミン、塩酸キシラジンによる全身麻酔下に、経心臓採

血による脱血で犠死させ、肺組織を採取し肺重量を測定した。 

⑤ 細胞増殖試験 
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rmHGF が NL17 細胞株の増殖に及ぼす影響を検討するため、NL17

細胞株を rmHGF (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) 5ng/ml

及び 50ng/ml 濃度下で 48 時間まで培養を行った。rmHGF 添加前 (0 時

間)、添加後 24 時間、添加後 48 時間に、Cell counting kit 8 (同仁化学研

究所、熊本)を用いて、マニュアルに基づき細胞増殖について計測した。 

⑥ rmHGF 投与による肺腫瘍形成への影響についての検討 

NL17 細胞株 5×105 個/個体を尾静脈から接種し、翌日 rmHGF 

(5μg/200µl/個体)を腹腔内投与した。NL17 細胞株静脈注射後 10 日目に

肺腫瘍形成状況を肺重量を見ることにより評価した。 

⑦ c-Met ノックダウン (c-Met KD) NL17 細胞株の作成 

第 2 章、第 2 節に準じ、アデノウイルスベクターを用いた RNA 

interference により c-Met ノックダウン細胞を作成した。c-Met ノック

ダウンの確認は、ウエスタンブロットで c-Met 発現量を測定することに

より評価した。なお、対照として非特異的な siRNA 配列  (Firefly 

luciferase)を組み込んだアデノウイルス (AdGL-2)を同様の条件で感染

させた NL17 細胞株を用いた(AdGL-2 NL17 細胞株)。 

⑧ 蛋白抽出法 

第 2 章、第 2 節に準じて蛋白抽出を行った。 
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⑨ ウエスタンブロット法 

第 2 章、第 2 節に準じて実験を行った。 

⑩ 急性肺傷害モデルマウスへの c-Met KD NL17 細胞株接種 

急性肺傷害モデルマウスに c-Met KD NL17 細胞株、AdGL-2 NL17 細

胞株、もしくは対照 NL17 (アデノウイルス未感染)細胞株(各 5×105 個

/100µl)を尾静脈から注射し、14 日目の肺腫瘍形成状況を肺重量で評価し

た。 

⑪ 統計学的解析 

得られたデータは JMP Pro 13.1.0 (SAS Institute Inc, Cary, NC)を用

いて解析した。平均値で求められる数値には標準誤差を付記し、2 群間の

比較には Welch の t 検定もしくは Mann-Whitney の U 検定を、多群間

の比較に関しては one-way ANOVA 及び post-hoc test として Tukey の

検定を用いた。いずれの検定においても p<0.05 をもって統計学的に有意

と判定した。 

 

第 3 節 結果 

(1) 急性肺傷害モデル及び肺炎モデルにおける局所のサイトカイン産生に関す

る検討 
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LPS の気管内投与による急性肺傷害モデル (ALI)と、Pseudomonas 

aeruginosa の生菌投与による肺炎モデル(PP)での局所性・全身性の炎症反

応を検討するために、血清及び BALF 中のサイトカイン濃度を ELISA 法で

測定し、Sham 群と比較した。 

血清中の IL-6 値は、ALI 群、PP 群ともに Sham 群と比較して 1 日目で

有意に高値を示したが(Sham 群：58.4±2.0 pg/ml, ALI 群：77.1±2.5 pg/ml, 

PP 群：246.0±70.0 pg/ml, p<0.01)、3 日目以降では Sham 群と統計学的な

差は認めなかった (図 10)。血清中 IL-10 値も、同様に１日目において ALI

群、PP 群ともに Sham 群と比較して有意に高値を示したが(Sham 群：2.7

±2.5 pg/ml, ALI 群：38.2±9.0 pg/ml, PP 群：78.6±21.3 pg/ml, p<0.01)、

3 日目以降は群間に差は認めなかった。 

BALF 中の IL-6 値は、ALI 群、PP 群で Sham 群と比較して 1 日目で有

意に高値を示したが(Sham 群：194±44 pg/ml, ALI 群：1809±299 pg/ml, 

PP 群：3320±448 pg/ml, p<0.01)、3 日目以降では Sham 群と統計学的な

差は認めなかった。BALF 中の TNF-値は、１日目において ALI 群、PP 群

が Sham 群と比較して有意に上昇したが(Sham 群：26±6 pg/ml, ALI 群：

771±72 pg/ml, PP 群：836±26 pg/ml, p<0.01)、3 日目以降では 3 群とも

1 日目と比較して著明に低下した(図 10)。 



- 24 - 

 

一方、血清中、BALF 中の mHGF 濃度の測定において、血清中 mHGF は

全ての群において検出感度以下の値を示したが、BALF 中の mHGF 値は 1

日目(Sham 群：941±113 pg/ml, ALI 群：1759±136 pg/ml, PP 群：2460±

122 pg/ml, p<0.01)、3 日目において ALI 群、PP 群ともに Sham 群と比較

して有意に高値であり(Sham 群：560±57 pg/ml, ALI 群：1578±272 pg/ml, 

PP 群：2305±169 pg/ml, p<0.05)、ALI 群では 7 日目においても Sham 群

と比較して有意に高値であった(Sham 群：406±40 pg/ml, ALI 群：688±66 

pg/ml, PP 群：547±41 pg/ml, p<0.05, 各群 n=5-7) (図 11)。 

(2) 急性肺傷害及び肺炎が肺転移形成に及ぼす影響に関する検討 

NL17 細胞株の尾静脈注射後 14 日目の肺重量は、ALI 群、PP 群ともに、

Sham 群と比較して有意に高値であった(Sham 群：0.89±0.07 g, ALI 群：

1.21±0.04 g, PP 群：1.11±0.04 g, p<0.05, 各群 n=5) (図 12)。 

(3) rmHGF 投与による腫瘍細胞の増殖能への影響に関する検討 (in vitro) 

NL17 細胞株に各濃度の rmHGF (5ng/ml、50ng/ml)を添加し、腫瘍細胞

増殖能の変化について検討した。その結果、培養 48 時間後の細胞増殖は

rmHGF 濃度依存的に亢進していることが示された(各吸光度：Control 群：

2.19±0.12, rmHGF 5ng/ml 群：2.40±0.10, rmHGF 50ng/ml 群：2.49±

0.14, p<0.01)(表 2)。 
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(4) rmHGF 投与による肺腫瘍形成への影響に関する検討 (in vivo) 

NL17細胞株の尾静脈注射後 1日目に rmHGF(5µg/body)を腹腔内投与し、

rmHGF 投与の肺転移に及ぼす影響について in vivo で検討した。しかしな

がら、PBS を腹腔内投与した Control 群との比較において、腫瘍細胞注射

後 10日目の肺重量は差を認められなかった(rmHGF投与群：0.32±0.02mg, 

Control 群：0.34±0.05mg, 各群 n=5)(図 13)。 

(5) 急性肺傷害モデルマウスにおける肺腫瘍形成における c-Met 発現の関与に

ついての検討 

c-Met KD NL17 細胞株、AdGL-2 NL17 細胞株、対照 NL17(アデノウイ

ルス未感染)細胞株を尾静脈から注射し、LPS による急性肺傷害モデルを作

成し、14 日目の肺重量を計測したところ、3 群間に明らかな差を認めなかっ

た (対照 NL17(アデノウイルス未感染)細胞株群 vs. AdGL-2 NL17 細胞群 

vs. c-Met KD NL17 細胞株群：1.37±0.04 g vs. 1.16±0.02 g vs. 1.35±0.09 

g, 各群 n=5) (図 14)。 

 

第 4 節 考察 

本章では、LPS の気管内投与による急性肺傷害モデル(ALI)と Pseudomonas 

aeruginosa 生菌の気管内投与による肺炎モデル(PP)を作成し、これらの操作が
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肺転移形成に影響を与えるかどうかについて検討した。その結果、転移部位であ

る肺での炎症が惹起された ALI 群、PP 群では Sham 群と比較して有意に肺転

移が促進されることが示された。腫瘍転移促進的に働く肺の炎症病態を明らか

にするために、血清中、BALF 中における炎症性・抗炎症サイトカイン値を測定

したところ、ALI 群、PP 群ともに、血清中、BALF 中の両者で、炎症性サイト

カイン、抗炎症性サイトカインの上昇を認め、ALI、PP が肺の炎症モデルとし

て妥当であると考えられた。 

BALF 中の HGF に関しては ALI 群、PP 群は Sham 群と比較して有意に高値

であったが、血清中 HGF 濃度はいずれの群においても測定感度以下であった。

すなわち、今回用いた急性肺傷害、肺炎モデルでは、肺局所の HGF 産生を惹起

させたものの、腹腔内感染モデルのような血清中の HGF 濃度上昇は伴わないこ

とが示された。急性肺傷害、肺炎モデルでは肺局所の HGF が高値であったこと

から、肺に到達した腫瘍細胞に対して HGF/c-Met カスケードが活性化される可

能性がうかがわれた。しかしながら、rmHGF の腹腔内投与による血中の HGF

の上昇では肺転移形成が促進されないこと、NL17 細胞株の c-Met KD によって

も肺転移の形成状況に変化が見られないことから、第 2 章で示した腹腔内感染

モデルにおける肝転移促進メカニズムとは異なる作用機序によることが考えら

れた。 
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HGF は、急性肺傷害や肺炎時における肺胞上皮のバリア機能維持や、肺胞上

皮細胞傷害に対して肺胞上皮細胞の増殖を亢進させることでその修復を促進さ

せるなど、肺傷害に対して保護的な役割を持つことが報告されている(37, 38)。

また、肺炎患者では健常人と比較し血清中 HGF 濃度が有意に上昇して CRP と

正の相関を示すことや、症状の軽快とともにその値が減少することが知られて

いる(39)。一方で、マウスにおける急性肺傷害モデルや肺炎モデルにおいては、

BALF 中での HGF 上昇は報告されているものの(40)、血中の HGF 上昇を示し

た報告はなく、本研究においても同様の結果であった。既存の報告と本研究の結

果から、ヒトとマウスの種の違いや、腹膜炎モデルと肺炎症モデルでの侵襲の違

いにより HGF の産生状況が異なることが推察された。 

 

第 5 節 小括 

本検討では、肺での炎症の惹起が肺転移を促進することが示された。しかし、

rmHGF の腹腔内投与による肺腫瘍形成の促進は認められず、腫瘍細胞の c-Met

の発現の有無によっても肺転移の形成に差はなかった。以上から、ALI や PP の

感染性侵襲下の肺における腫瘍形成の促進については、肝転移形成促進に働い

た（第 2 章）HGF/c-Met カスケードの関与は小さいと考えられた。 
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第 4 章 急性肺傷害及び肺炎が肺での細胞接着分子の発現に及ぼす影響に関す

る検討 

 

第 1 節 背景及び目的 

第 3 章において、肺での炎症の惹起が肺転移形成に促進的に働くことを明ら

かにしたが、そのメカニズムとして、第 2 章で示したような HGF/c-Met カスケ

ードの直接的な関与は証明されなかった。そこで本章では、肺での炎症惹起と肺

転移促進に関するメカニズムを解明するために、腫瘍細胞の転移に重要な役割

を果たす細胞接着分子、特に腫瘍の転移形成と生体の炎症反応の両者に深く関

与する免疫グロブリンスーパーファミリー及びインテグリン、E-selectin などの

発現に着目して検討を行った。 

免疫グロブリンスーパーファミリーの一部の分子、インテグリン、セレクチン

などは細胞－基質間や細胞相互間の接着に関わる細胞接着分子であり、主な機

能として、免疫担当細胞と血管内皮細胞や細胞外基質との細胞接着及び細胞接

着により惹起される生体の免疫応答、炎症反応に重要な役割を果たすことが報

告されている(41)。また、これらの細胞接着分子は一部の腫瘍細胞にも発現して

おり、細胞接着のみならず腫瘍細胞の増殖、遊走、浸潤に関与し、腫瘍細胞の転

移形成に寄与していると報告されている(42, 43)。しかし、担癌生体における感
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染性侵襲時の腫瘍増殖、進展への関与については未だ十分には明らかになって

いない。 

本章では、感染などの生体侵襲が転移臓器と腫瘍細胞上の細胞接着分子の発

現に及ぼす影響並びに、その変化が腫瘍の進展に及ぼす影響を明らかにするた

め、LPS 刺激後の腫瘍細胞における免疫グロブリンスーパーファミリーやイン

テグリンなどの接着分子の発現の変化について検討を行った。 

 

第 2 節 材料及び方法 

本研究における動物実験は、防衛医科大学校動物実験倫理委員会の承認(承認

番号 15010)を受け、動物実験の適切な実施に向けたガイドラインに基づいて

実施した。 

(1) 動物と細胞株 

第 2 章第 2 節と同様に動物は 8～10 週齢の雌性 BALB/c マウスを、腫瘍

細胞株はマウス大腸癌細胞株(NL17 細胞株)を用いた。 

(2) 方法 

① LPS 刺激が NL17 細胞株上の接着分子発現に及ぼす影響 (in vitro) 

第 2 章、第 2 節に準じて、による NL17 細胞株を LPS で刺激(最終濃

度 100ng/ml)し、細胞膜上の各種接着分子の発現について Flow 
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Cytometry を用いて検討した。解析に際しては以下の抗マウス抗体を用

いた：PE 標識 CD29 (1 integrin), FITC 標識 CD18 (2 integrin), PE

標識 CD61 (3 integrin), PE 標識 CD104 (4 integrin), PE 標識5 

integrin, PE 標識 CD49b (2 integrin), PE 標識 CD49d (4 integrin), 

FITC 標識 CD49e (5 integrin), PE 標識 CD49f (6 integrin), PE 標識

CD51 (V integrin), PE 標識 Platelet Endothelial Cell Adhesion 

Molecule-1 (PECAM-1), PE 標 識 CD62E (E-selectin), PE 標 識

Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), PE 標識 Vascular cell 

adhesion molecule-1 (VCAM-1)( 全 て Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA)。 

② 蛋白抽出 

第 3 章で作成した LPS 気管内投与によるマウス急性肺傷害モデル

(ALI)と Pseudomonas aeruginosa 生菌の気管内投与による肺炎モデル

(PP)のマウスを、気管内投与から 6 時間後に犠死させ、肺を採取した。

一個体につき 50 mg の肺組織に 500µl の PBS を加え、ホモジナイザー

を用いて細胞破砕液を作成し、これを 15,000 rpm で 30 分遠心した後、

上清分画を蛋白検体として回収した。得られた蛋白検体は Pierce BCA 

Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)によ
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り定量した。いずれの検体も－80℃で冷凍保存し、必要時に解凍してサ

イトカインの測定に用いた。 

③ 急性肺傷害モデル、肺炎モデルにおける肺組織内 E-selectin 濃度の測定 

ALI 群、PP 群における肺組織内の E-selectin 発現は、Mouse E-

selectin/CD65E DuoSet® ELISA (R&D Systems, Inc., Minneapolis, 

MN, USA)を用いマニュアルに従って測定した。肺組織内 E-selectin 濃

度の比較に際しては、測定値を検体総蛋白濃度で除した値を補正値とし

て用いた。 

④ 細胞浸潤試験 

10%FBS 加 RPMI1640 培養液で培養した NL17 細胞株を 0.25% トリ

プシン EDTA で Dish から剥離し、FBS 無添加 RPMI1640 培養液中に

浮遊させた。LPS 無添加、LPS 100ng/ml 添加、LPS 100ng/ml＋抗 ICAM-

1 中和抗体(40µg/ml)添加、LPS 100ng/ml＋Isotype IgG 抗体添加の 4 群

に分け、各群 1×106 個/ml に調整した。各群の細胞浮遊液を、ゼラチン

でコーティングした 24 穴 トランスウェルの上室に 1×105 個/well で

分注し、下室には 10%FBS 加 RPMI1640 培養液をベースに上記 4 群と

同様に群分けした培養液を注入した。注入後は 37℃、5%CO2 環境下で

12 時間インキュベートを行い、トランスウェルのメンブレンを 100%メ
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タノールで固定した後、HE 染色を行った。染色後のメンブレンはスラ

イドグラス上に置き、カバーグラス下に封入し、顕微鏡 (BZ-X700, 

KEYENCE, 大阪、日本)にて観察を行った。無作為に選んだ 200 倍観察

(3 視野/各メンブレン)での細胞数を合計して群間の比較を行った。 

⑤ LPS 刺激下 NL17 細胞株の肺転移形成能に関する検討 (in vivo) 

LPS(最終濃度 100ng/ml)で 6 時間刺激した NL17 細胞株と非刺激

NL17 細胞株を各々5×105 個マウス尾静脈に注射し、７日目に犠死させ

肺組織を採取し肺重量を測定した。その後、肺組織は 10%ホルムアルデ

ヒド中で 48 時間固定し、パラフィン包埋を行った。パラフィン包埋標本

は肺左葉最大割面で標本を作製し、HE 染色を行った。肺転移形成の比

較のため、最大割面における腫瘍面積を Image J を用いて算出した。 

⑥ 統計学的解析 

得られたデータは JMP Pro 13.1.0 (SAS Institute Inc, Cary, NC)を用

いて解析した。平均値で求められる数値には標準誤差を付記し、2 群間

の比較には Welch の t 検定もしくは Mann-Whitney の U 検定を、多群

間の比較に関しては one-way ANOVA 及び post-hoc test として Tukey

の検定を用いた。いずれの検定においても p<0.05 をもって統計学的に有

意と判定した。 
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第 3 節 結果 

(1) LPS 刺激による NL17 細胞株の接着分子の発現 

LPS(最終濃度 100ng/ml)刺激後 6 時間目及び 24 時間目における NL17 細

胞株上の接着分子の発現について検討した。NL17 細胞株では、LPS 非刺激

下において既に 5 integrin、 6 integrin、 V integrin、1 integrin、4 

integrin の発現が認められ、LPS 刺激によってもそれらの発現に変化は認め

られなかった(図 15A)。一方、2 integrin、VCAM-1、ICAM-1 は LPS 刺激

で発現が亢進した(図 15B)。 

(2) LPS 刺激による NL17 細胞株上の ICAM-1 発現の経時的推移 

LPS(最終濃度 100ng/ml)刺激の 1 時間後、3 時間後、6 時間後、9 時間後、

12 時間後、24 時間後の NL17 細胞株上の ICAM-1 の発現を検討した 。LPS

刺激の 6 時間後に ICAM-1 の発現が最も亢進し、発現細胞の割合は無刺激時

と比較して約 2 倍にまで増加した(無刺激 vs. LPS 刺激下：発現陽性細胞

21.1%±1.0 vs. 40.1±0.4%)。また、LPS 刺激後 3 時間から 24 時間までの

間、無刺激の細胞と比較して LPS 刺激下の細胞では有意に ICAM-1 の発現

が亢進していた(p<0.05)(図 15C)。 

(3) LPS 刺激による NL17 細胞株の浸潤能の変化と抗マウス ICAM-1 抗体の浸

潤抑制効果に関する検討 



- 34 - 

 

トランスウェル浸潤アッセイを用いて、LPS 刺激及び抗マウス ICAM-1 抗

体が NL17 細胞株の浸潤能に及ぼす影響について検討した。Control 群に比

べ LPS 刺激群及び LPS + Isotype control 抗体添加群では有意に浸潤細胞の

増加を認め、LPS + 抗マウス ICAM-1 抗体添加群では LPS + Isotype control

抗体群と比較して有意に浸潤細胞の減少を認めた(Control 群：1.00±0.06, 

LPS 群：1.44±0.07, LPS + Isotype control 抗体群：1.48±0.09,  LPS + 抗

マウス ICAM-1 抗体群：1.26±0.03, p<0.05)(図 16)。 

(4) LPS 刺激下 NL17 細胞株の肺転移形成 

LPS(最終濃度 100ng/ml)で 6 時間刺激した NL17 細胞株をマウス尾静脈

から注射し、肺転移形成能について検討した。LPS 群は Control 群と比較し

て有意に肺重量の増加が認められるとともに(Control 群：0.40±0.01g, LPS

群： 0.44±0.01g, p<0.05)(図 17A)、病理組織標本においても有意に腫瘍面

積の増加が認められた(Control 群：1.00±0.07, LPS 群：1.25±0.08, p<0.05, 

各群 n=6)(図 17B)。 

(5) 急性肺傷害モデル及び肺炎モデルでの肺組織中 E-selectin の発現 

LPS 気管内投与によるマウス急性肺傷害モデル(ALI)及び Pseudomonas 

aeruginosa 生菌の気管内投与による肺炎モデル(PP)においてモデル作成 6

時間後の肺組織中の E-selectin 濃度を ELISA 法で測定した。ALI 群、PP 群
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ともに Sham 群と比較して有意に高い E-selectin 濃度を示した(Sham 群：

116.2±33.3 pg/mg protein, ALI 群：240.4±36.0 pg/mg protein, PP 群：

270.8±50.2 pg/mg protein, p<0.05, 各群 n=6)(図 18)。 

 

第 4 節 考察 

本章ではまず、NL17 癌細胞株における細胞接着分子の発現と LPS 刺激によ

る発現の変化について検討した。その結果、NL17 細胞株上には複数の接着分子

の発現が認められたが、LPS 刺激によって2 integrin, VCAM-1，ICAM-1 の発

現の亢進が認められた。また、LPS 刺激により亢進した細胞浸潤能は、抗マウ

ス ICAM-1 抗体投与によって部分的に抑制されたことから、ICAM-1 などの接

着分子の発現の亢進が腫瘍の転移形成に関与している可能性が示された。次に、

生体外で LPS 刺激を行った NL17 細胞株では、刺激を行わなかった NL17 細胞

株と比較して、肺転移形成が促進されることも示された。さらに、ALI, PP では

肺組織内の E-selectin 濃度が上昇しており、ALI, PP の両モデルにおける肺転

移形成の促進のメカニズムとして、LPS 刺激による腫瘍細胞側と肺の両者の接

着分子発現の亢進が関与しているものと考えられた。 

ICAM-1 は 75～115kd の糖蛋白で，血管内皮細胞、胸腺上皮細胞や線維芽細

胞など様々な細胞に発現を認め、そのリガンドである LFA-1(Lymphocyte 
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Function Associated Antigen-1)や Mac-1 抗原(Macrophage-1 antigen)を有す

る白血球などの免疫担当細胞との接着に関与する免疫グロブリンスーパーファ

ミリーに属する分子である。ICAM-1 は IL-1, TNF-, IFN-などの炎症性サイ

トカインによりその発現が増強され、生体への感染性侵襲に対する免疫応答初

期での免疫担当細胞の動員に深く関与すると考えられている(42, 44, 45)。さら

に近年、腫瘍の転移形成と ICAM-1 発現の関連についての数多くの知見が報告

されている。例えば、ICAM-1 はリガンドである LFA-1 や Mac-1 抗原との接着

により癌細胞自身で炎症性サイトカインや vascular endothelial growth factor 

(VEGF)を産生し、好中球や腫瘍関連マクロファージの遊走を促すほか、遊走し

てきた好中球と接着することで好中球を活性化させ、好中球から放出されるエ

ラスターゼにより血管内皮細胞間隙の開大を引き起こす。また、細胞外基質のア

クトミオシンの収縮、細胞自体の形状変化などを引き起こすことで、腫瘍細胞の

血管内から組織内への浸潤や、前転移ニッチの形成に寄与することが報告され

ている(46-50)。さらに Greenwood らは、腫瘍細胞上に発現している ICAM-1 を

抗 ICAM-1 抗体でブロックすることで ICAM-1 の細胞質内ドメインが失われ、

その結果として細胞質内での Rho 蛋白の活性化が抑制され、腫瘍細胞の浸潤能

が抑制されると報告している(51)。 

以上から、LPS 投与による腫瘍細胞上の接着分子の発現亢進が肺転移形成に



- 37 - 

 

関与している可能性が示唆されたが、本検討の ICAM-1 に関わる結果は、あく

までも in vitro での実験に基づくものであり、急性肺傷害や肺炎での肺転移形

成と ICAM-1 発現との関連を示すためには、in vivo の実験系においても ALI

群、PP 群への抗 ICAM-1 抗体投与や腫瘍細胞の ICAM-1 ノックダウンによる

肺転移形成の抑制効果を示す必要がある。また、本検討において LPS 刺激によ

る腫瘍細胞上の VCAM-1 や2 インテグリンの発現亢進も認められており、こ

れらの細胞接着分子についても腫瘍細胞の転移・進展に関与していることが予

想される(49,52)。したがって、感染性侵襲時の細胞接着分子の発現と転移形成

の関連については更なる検討が必要だと考えられる。 

 

第 5 節 小括 

本章では、第 3 章で示した肺局所での炎症反応が肺転移を促進するメカニズ

ムを腫瘍細胞側及び宿主側の細胞接着分子に着目して検討した。その結果、

LPS の刺激により腫瘍細胞上の2 integrin、ICAM-1、VCAM-1 などの接着分

子の発現が亢進し、ALI 群、PP 群での肺組織中 E-selectin の発現が亢進する

ことがわかった。また、LPS 刺激により亢進した腫瘍細胞の細胞浸潤能が抗

ICAM-1 抗体で抑制されたことから、LPS の気管内投与による急性肺傷害モデ
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ル(ALI)での肺転移促進のメカニズムとして、これらの細胞接着分子が関与し

ている可能性が考えられた。 
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第 5 章 総括 

本研究では、生体に対する感染性侵襲が癌の進展・転移に及ぼす影響につい

てマウスにおける腹膜炎併発大腸癌肝転移モデル、急性肺傷害、肺炎併発大腸

癌肺転移モデルを用いて実験的検討を行った。 

まず、第 2 章では、腹腔内感染による肝転移に与える影響を検討した。ま

た、第 3 章では急性肺傷害及び肺炎が肺腫瘍形成に与える影響について検討し

た。その結果、どちらの感染性侵襲も癌の進展・転移に関与することが示され

た。 

腹膜炎モデルでは、古くから肝での ICAM-1 等の接着分子の発現が亢進する

ことが示されており、感染性侵襲時の肝転移の形成に、第 4 章で示したような

接着分子の関与が報告されている(53)。本研究では感染性侵襲時の腫瘍細胞の

転移能獲得の新たな機序として感染性侵襲時に産生される HGF に着目し、腫

瘍細胞における HGF と c-Met の相互作用について検討を加えた。その結果、

第 2 章で示した腹膜炎モデルにおける肝転移形成に関しては、in vitro 及び in 

vivo の両方の結果から HGF/c-Met カスケードの関与が示唆された。 

一方、急性肺傷害モデル(ALI)や肺炎モデル(PP)においては、腹膜炎モデル

(CLP)における肝転移に見られたような HGF/c-Met の直接的な関与は明らかで

なく、むしろ、ICAM-1 や E-selectin などの細胞接着分子が関与している可能
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性が考えられた。全身性の炎症を容易に惹起する腹膜炎と、炎症が比較的局所

に限局する急性肺傷害や肺炎では生体への侵襲度には大きな差が存在する。わ

れわれの示す結果は、腫瘍細胞の転移形成において、肝臓や肺といった異なる

臓器では異なるメカニズムを介して転移が促進されている可能性を示唆するも

のである(図 19)。 

感染性合併症を併発した際、生体内では病原体の排除、炎症反応のコントロ

ール、組織修復など生体の homeostasis の維持のために、サイトカイン、接着

分子のネットワークが多彩な反応を呈している。侵襲下の悪性腫瘍の増殖・進

展のメカニズムを理解するためには、感染性合併症下の生体反応の正確な把握

に基づき、それが癌微小環境に与える影響を解明していくことが重要であると

考えられた。 
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第 6 章 結論 

本研究ではマウス腹膜炎モデルで肝転移形成が促進され、マウス急性肺傷

害、肺炎モデルで肺転移形成が促進されることが示された。そのメカニズムと

して腹膜炎モデルにおける肝転移形成には HGF/c-Met カスケードが、急性肺

傷害、肺炎モデルには細胞接着分子が関与している可能性が示唆された。 
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略語一覧（出順） 

PAMPs  Pathogen associated molecular patterns 

LPS  Lipopolysaccharide 

HGF  Hepatocyte growth factor  

IL-10  Interleukin-10 

TGF-  Transforming growth factor- 

IFN-  Interferon-  

IL-12  Interleukin-12  

TNF-  Tumor necrosis factor- 

IL-18  Interleukin-18  

RANTES Regulated on activation normal T cell expressed and secreted 

HBSS  Hanks’ Balanced Salt Solution 

CLP  Cecal ligation and puncture  

HE 染色 Hematoxylin-Eosin 染色 

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay 

rmHGF recombinant mouse HGF 

c-Met KD c-Met ノックダウン 

MOI  multiplicity of infection：感染強度 

http://ejje.weblio.jp/content/regulated+on+activation+normal+T+cell+expressed+and+secreted


- 44 - 

 

PBS  Phosphate Buffered Saline 

PVDF 膜 PolyVinylidene DiFluoride 膜 

HRP  Horse Radish Peroxidase (西洋わさびペルオキシダーゼ) 

EGFR  epidermal growth factor receptor 

ALI Acute Lung Injury：Lipopolysaccharide の気管内投与による

急性肺傷害モデル 

PP Pseudomonas Pneumonia ：Pseudomonas aeruginosa 生菌の

気管内投与による肺炎モデル 

PECAM-1 Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1 

LFA-1  Lymphocyte Function Associated Antigen-1 

Mac-1 抗原 Macrophage-1 抗原 

VEGF  Vascular endothelial growth factor 
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表 1  胃癌の増殖や宿主の抗腫瘍免疫に関与するサイトカイン 

Tsujimoto H. Gastric Cancer. 2010; 13(4):212-21 (10)から引用改変   
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表 2 rmHGF による NL17 細胞株の細胞増殖への影響（細胞増殖試験） 

mean±SD 

 

 

  0h 24h 48h p-value 

Control 0.24 ± 0.01 0.93 ± 0.03 2.19  ± 0.12   

rmHGF(5ng/ml) 0.23 ± 0.02 0.96 ± 0.03 2.40  ± 0.10  p<0.01 

rmHGF(50ng/ml) 0.24 ± 0.01 0.98 ± 0.04 2.49  ± 0.14  p<0.001  

PBS 添加、rmHGF 添加（5ng/ml, 50ng/ml）による NL17 細胞株の細胞増殖

への影響について検討した。表の数値は吸光度を示している。24 時間後では各

群間に差を認めなかったが、48 時間後では rmHGF 添加群が PBS 添加群と比

較して有意な吸光度の上昇が認められ、rmHGF が細胞増殖を促進することが

示された。 

p-value は Control 群との比較を行った値(two-way ANOVA and Tukey’s test) 
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図 1 当教室における食道扁平上皮癌患者の術後生存曲線（全生存率） 

2009 年 3 月から 2013 年 8 月までに当教室にて手術を行った食道扁平上

皮癌患者の術後生存曲線を術後呼吸器合併症の有無で群分けして示す。

術後呼吸器合併症を発症した群では発症しなかった群と比較して有意に

生存率の低下が認められた(p<0.01 by Log rank test)。 
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図 2 腹膜炎が肝腫瘍形成に及ぼす影響 

A：1×10
5
個の NL17 細胞株を脾臓に接種後 14 日目の各群（□：Control 群、

△：Sham 群、〇：CLP 群）の肝重量を示す。CLP 群は Control 群及び Sham

群と比較して有意な肝重量の増加が認められた。 

B：腫瘍細胞接種後 14 日目の各群の肝臓の肉眼組織写真を示す。肝重量と同

様、Control 群及び Sham 群と比較して CLP 群では肝転移形成が促進されて

いた。 

*** p<0.001 by one-way ANOVA and Tukey’s test 

Scale Bar（白線）：1cm 
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図 3 CLP 後の血清 mHGF 値の推移 

Sham 群及び CLP 群における処置後 1 日目(Day1)、7 日目(Day 7)の血清

mHGF 値の推移を示している。mHGF 値は 1 日目において CLP 群で有

意に上昇している（p<0.001）が、7 日目では群間差を認めなかった。 

*** p<0.001 by Welch’s t-test 
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図 4 NL17 細胞株の c-Met 発現 

NL17 細胞株における c-Met の発現をフローサイトメトリーで検証した。

青点線は Isotype control を、赤色のヒストグラムは細胞表面における c-

Met の発現を示す。NL17 細胞株の約 85%に c-Met の発現を認めた。 
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図 5 rmHGF 投与による肝転移形成の促進 

A：Sham 手術後に腫瘍細胞の脾臓接種を行い、その後 1 日目に rmHGF (2μg/個体)

の腹腔内投与を行った。14 日目に犠死させ、肝転移形成状況を肝重量にて評価した。

rmHGF 投与群(rmHGF)は生理食塩水投与群(Control)と比較して、有意に肝重量が

増加した。 

** p<0.01 by Welch’s t-test 

B：腫瘍細胞の脾臓接種後 14 日目の肝臓の肉眼写真を示す。肝重量と同様、rmHGF

投与群は Control 群と比較して肝転移形成が促進していることがわかる。 

Scale Bar（白線）：1cm 
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図 6 siRNA による NL17 細胞株の c-Met ノックダウン 

NL17 細胞株に c-Met に対する siRNA を組み込んだアデノウイルス

（AdMetsiRNA178M）を 50 MOI 及び 100 MOI の割合で感染させた。また、

Controlとして非特異的アデノウイルス（AdGL-2)を同様の条件で感染させた。

72 時間の共培養後に感染細胞から抽出した蛋白検体を用いて、ウエスタンブ

ロット法にて c-Metの発現を確認した。AdMetsiRNA
178M

 に感染させたNL17

細胞株は用量依存的に c-Met の発現が抑制された。なお、AdGL-2 感染 NL17

細胞株ではその傾向は認められなかった。 
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図 7 c-Met KD 細胞を用いた CLP 併発担癌マウスにおける肝転移形成状況 

アデノウイルス未感染 NL17 細胞株、AdGL-2 感染 NL17 細胞株、

AdMetsiRNA178M 感染細胞をそれぞれ脾臓に接種後、腹腔内感染モデルマウ

スを作成し、14 日目における肝重量の測定と肉眼的観察を行った。 

A：未感染細胞接種群（Non-infected Control：●）、AdGL-2 感染細胞接種群

（AdGL-2：■）、AdMetsiRNA178M感染細胞接種群（AdMetsiRNA
178M

：▲）

の肝重量を示す。AdMetsiRNA178M 感染細胞群は未感染細胞接種群、AdGL-

2 感染細胞接種群と比較して、有意に肝重量が低値であった。 

***  p<0.001 by  one-way ANOVA and Tukey’s test 

B：各群の腫瘍細胞接種後 14 日目の肝臓の肉眼組織写真を示す。各群で肝転

移形成は認めたものの、AdMetsiRNA178M 感染細胞群では未感染細胞接種群

及び AdGL-2 感染細胞接種群と比較して肝転移形成による肝腫大の傾向は乏

しかった。 

Scale Bar（白線）：1cm 
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図 8 食道癌周術期及び敗血症患者での血清 HGF 値 

A：食道癌周術期の感染性合併症の有無と血清 HGF 値の推移 

2009 年 3 月から 2013 年 8 月までに当教室にて手術を行った食道扁平上皮

癌患者の周術期血清 HGF 値を術後感染性合併症の有無で群分けして示す。

術後感染性合併症を発症した群では発症しなかった群と比較して術後１日

目から術後 5 日までの間、有意に HGF 値が高値で推移した。 

* p<0.05 by Mann-Whitney U test 

B：敗血症患者における入院時の血清 CRP 値と血清 HGF 値との相関関係 

敗血症患者の入院時における血清 HGF 値と CRP 値は正の強い相関を示し

た(R
2
＝0.776)。 

A: 堀口寛之ほか 日本食道学会学術集会プログラム・抄録集. 2015; 69 回:105. (23)から引用改変 

B：辻本広紀ほか Shock 学会雑誌. 2012; 27(1):60. (29)から引用改変 
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図 9 HGF/c-Met カスケードの細胞機能への主な作用 

Lee, D. Immunotargets Ther. 2015; 9(4):35-44 (28)から引用改変   
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図 10 急性肺障害モデルマウス（ALI)、肺炎モデルマウス（PP）におけ

る血清中、肺胞洗浄液中（BALF)のサイトカインの推移 

Sham 群、ALI 群、PP 群での気管内投与後 1 日目（Day 1)、3 日目(Day 

3)、5 日目(Day 5)における A：血清 IL-6 値、B：血清 IL-10 値、1 日目

（Day 1)、3 日目(Day 3)、7 日目(Day 7)における C：肺胞洗浄液 IL-6 値、

D：肺胞洗浄液 TNF-α 値の推移を示した。ALI 群、PP 群の血清中及び肺

胞洗浄液中の炎症性サイトカイン(IL-6, TNF-α)、抗炎症性サイトカイン

(IL-10)は 1 日目で Sham 群と比較して有意に高値であった。 

* p<0.05, ** p<0.01 by one-way ANOVA and Tukey’s test 

(Sham 群との比較) 
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図 11 急性肺障害モデルマウス（ALI)、肺炎モデルマウス（PP）における血

清中及び肺胞洗浄液中（BALF)の mHGF 値の推移 

ALI 群、PP 群における LPS, Pseudomonas aeruginosa 生菌の気管内投与後

1 日目（Day 1)、3 日目(Day 3)、7 日目(Day 7)における A：血清中 mHGF

値、B：肺胞洗浄液中 mHGF 値の推移を示した。血清中では全ての群におい

て mHGF が検出感度以下の値であった。肺胞洗浄液中の mHGF 値は ALI 群

では 1 日目から 7 日目まで、PP 群では 3 日目までの間、Sham 群と比較して

有意に高値で推移した。 

* p<0.05, ** p<0.01, *** , p<0.001 by one-way ANOVA and Tukey’s test  

(Sham 群との比較) 
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図 12 急性肺障害、肺炎が肺腫瘍形成に及ぼす影響 

A：5×10
5
個の NL17 細胞株を尾静脈から注射した直後に、それぞれ PBS

（Sham 群）、LPS（ALI 群）、Pseudomonas aeruginosa 生菌（PP 群）の

気管内投与を行った。腫瘍細胞静脈注射後 14 日目の各群の肺重量を示す。

ALI 群、PP 群では Sham 群と比較して有意な肺重量の増加が認められた。 

* p<0.05, *** p<0.001 by one-way ANOVA and Tukey’s test, Sham 群と比

較 

B：各群の腫瘍細胞静脈注射後 14 日目の肺の肉眼写真を示す。肉眼的にも

肺重量と同様、ALI 群、PP 群では Sham 群と比較して肺腫瘍形成に伴うと

考えられる肺の腫大が認められた。 
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図 13 rmHGF による担癌マウスの肺腫瘍形成への影響 

腫瘍細胞の尾静脈注射後 1 日目に rmHGF (5μg/個体)の腹腔内投与を行い、

10 日目に犠死させ、肺腫瘍形成状況を肺重量にて評価した。なお、Control

群では PBS を腹腔内投与した。両群間で肺重量の差は認められなかった。 
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図 14 c-Met KD 細胞を用いた急性肺障害併発担癌マウスにおける肺腫

瘍形成状況 

アデノウイルス未感染 NL17 細胞株、AdGL-2 感染 NL17 細胞株、

AdMetsiRNA178M 感染 NL17 細胞株（c-Met KD 細胞）をそれぞれ尾静

脈から静脈注射後、LPS の気管内投与による急性肺障害モデルマウスを

作成し、14 日目における肺重量を測定した。 

グラフはアデノウイルス未感染細胞接種群（Non-infected control：●）、

AdGL-2 感染細胞接種群（AdGL-2：■）、AdMetsiRNA178M感染細胞接種

群（AdMetsiRNA
178M

：▲）の肺重量を示す。各群間において肺重量に差

は認められなかった。 
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図 15 LPS 刺激による各種接着分子の発現 

LPS を 100ng/ml になるように添加した培養液中で 6 時間培養した NL17 細

胞株の接着分子発現をフローサイトメトリーにて測定した結果を示す。 

α5 integrin, α6 integrin, αV integrin, β1 integrin, β4 integrin については LPS

無添加にてそれぞれ発現が認められるものの、LPS 添加による発現の変化は

認められなかった(A)。一方、α2 integrin, VCAM-1, ICAM-1 ではその蛍光強

度は LPS の刺激により増強された(B)。 

A 
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図 15 LPS 刺激による各種接着分子の発現 

C：LPS 刺激開始からの経時的な ICAM-1 陽性細胞率の変化について 1 時間

後、3 時間後、6 時間後、9 時間後、12 時間後、24 時間後の 6 時点で検討を

行った。ICAM-1 は LPS 刺激により、6 時間後をピークとして陽性細胞の割

合が増加し、24 時間後においても LPS 刺激無しの細胞と比較して陽性細胞

の割合が多かった。 
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図 16 トランスウェル浸潤アッセイによる LPS 刺激下での NL17 細胞株

の浸潤能 

LPS 刺激下及び抗マウス ICAM-1抗体の使用による NL17細胞株の浸潤能

についてトランスウェル浸潤アッセイを用いて検討した。 

各群の浸潤細胞数を Control 群を基準として相対的浸潤細胞数を示した。

Control 群に比べ LPS 刺激群(LPS)、LPS + Isotype IgG 抗体添加群(LPS + 

Isotype IgG Ab)では有意に浸潤細胞の増加を認め、LPS + 抗マウス ICAM-

1 抗体添加群(LPS + anti-ICAM-1 Ab)では LPS + Isotype IgG 抗体群と比

較して有意に浸潤細胞が減少した。 

* p<0.05, ** p<0.01 by one-way ANOVA and Tukey’s test 
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図 17 LPS 刺激による NL17 細胞株の肺腫瘍形成状況 

NL17 細胞株を LPS 100ng/ml の濃度で添加した培養液中で 6 時間刺激を行

った後に、5×10
6
 個/ml に調整した NL17 細胞株浮遊液を作成し、マウスの尾

静脈から 5×10
5
個/100μl を注射した。腫瘍細胞注射後 7 日目でマウスを犠死

させ、肺を摘出し、肺重量を測定した後、パラフィン包埋標本を作製した。

Control 群は LPS で刺激していない細胞を使用した。 

A：各群の肺重量を示す。LPS 群は Control 群と比較して有意に肺重量の増加

が認められた。 

B：肺左葉最大割面で作成した標本における腫瘍面積を Control 群を基準とし

て示した。LPS 群では Control 群と比較して有意に腫瘍面積が広かった。 

* p<0.05 by Welch t-test 
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図 18 急性肺障害モデル及び肺炎モデルでの肺組織内 E-selectin の発現 

急性肺障害モデルマウス(ALI)、肺炎モデルマウス(PP)での気管内投与 6 時

間後における肺内 E-selectin の発現について、各群において肺ホモジネート

中の E-selectin 濃度を ELISA 法を用いて測定した。 

E-selectin 濃度は測定値を蛋白濃度で除した値を示している。ALI 群、PP 群

における肺内 E-selectin 濃度は Sham 群と比較して有意に高値であった。 

* p<0.05 by one-way ANOVA and Tukey’s test 
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図 19 感染性侵襲に伴う肺及び肝への転移腫瘍形成のメカニズム 


